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ii. ONSOZ

Hiicre biitiinliiglini bozarak fraksiyonlarina ayirma ydntemleri, temelde
fiziksel ya da kimyasal tekniklere dayanir. Gelistirilen cesitli teknikler sayesinde bir
dokudaki farkli hiicre tiplerini birbirinden ayirmak miimkiin oldugu gibi dikkatli bir
calisma ile organeller de ayrimlanabilir. Calisilacak molekiil grubunu (niikleik asit ya
da protein) igeren doku hiicrelerinin ¢eper ve membran biitlinliigiinlin bozulmasina
homojenizasyon denir. Hiicre biitiinliigiiniin bozulmasi, kimyasal yontemlerde;
coziiclilerle (organik solventler, deterjanlar), enzimlerle, fiziksel yontemlerde;

dondurma/¢6zdiirme, osmotik sok, mekanik ve ultrasonikasyonla yapilabilir.

Bu tez calismasi, karaciger antioksidasyon kapasitesinin belirlenmesinde
onemli olan SOD, GPx, CAT enzim aktivitelerine ve serbest radikal olusumunun
gostergesi olarak LPO diizeylerine ultrasonik homojenizasyonun etkilerinin
belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Calismanin projelendirilmesi ve yliriitiilmesi
asamalarinda yardimin1 esirgemeyen Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dal1 6gretim iiyelerine, ¢alismanin yliriitilmesinde her tiirlii
olanagi hazirlayan, bilgi ve deneyimlerinden faydalandigim saym Pimar Peker
AKALIN’a, manevi desteklerini benden esirgemeyen, her zaman yanimda olan
ablam Yeliz SAVCI, babam Servet SAGLAM, annem Sultan SAGLAM ve
calismamin degisik asamalarinda bana yardimci olan herkese, tesekkiir eder,

saygilarimi sunarim.



iii. IMGELER VE KISALTMALAR
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1.GIRIS

Sonokimya, kimyasal yontemlerde ses (sonik) ve ses otesi (ultrasonik) dalga
uygulamalarini igermektedir. Sonokimyay1 yiirliten gii¢ kavitasyondur (Adewuyi ve
ark 2001). Ultrasonik enerjinin kimyasal giici kavitasyon ile ortaya ¢ikmaktadir.
Kavitasyon negatif basing uygulanan sivida mikrobaloncuklarin olusmasi olayidir.
Biitiin ses dalgalar1 gibi, ultrasonik ses dalgalar1 da sivi iginde dalgalar halinde
iletilmektedir. Ses dalgalar1 iginden gectigi ortamin, molekiiler yapisinda daralma ve
genislemeye yol acar. Eger yeterli miktarda negatif basing siviya uygulanirsa, sivi
biitiinliiglinii saglamak icin gerekli olan kritik mesafe asilacaktir. Sivida bosluklar
olusacak ve pargalanma (yarilma) meydana gelecektir. Bu bosluklara “kavitasyon
baloncuklar1” adi verilir. Bu baloncuklar birbirleri ile siirekli olarak garpisarak
biiyiimekte, boylece kuvvetli lokal bir enerji agiga ¢ikmaktadir (bilesim.com.tr
2008). Ultrasonik dalgalarin kimyasal ve mekanik etkileri, kavitasyon kabarciklar
tarafindan meydana gelmektedir. Kavitasyon kabarciklarinin genlesme sirasinda
biiylimeleri i¢in gecen siire, bliziisme sirasindaki daralmalarina gore daha fazladir.
Bu durum sivi fazda olusan kabarciklarin gaz ya da buhar olarak esit olmayan
dagilimina baghidir. Sivida yer alan bu kabarciklar i¢cinde ytiksek sicaklik ve basing
meydana gelmektedir (Suslick 1988). Kavitasyon olusumunda oncelikli olarak
molekiiler aras1t Van der Waals baglarinin, daha ileri asamada da kovalent baglarin
kopmasi igin yeterli enerji agiga ¢ikabilir (nirosoavi.com.tr 2009). Biitiin organik
stvilarda ultrasonik 1sinmayla serbest radikaller aciga ¢ikar. Serbest radikaller ¢ok
reaktif molekiil olmalarindan dolay1 anselektif (segici olmayan) tepkimeye girer,
lipit peroksidayonu ile hiicre membran yapisint bozarak, biyolojik yapilara zarar

verebilir (Karabiga ve ark 2007).

Dokularla ilgili biyokimyasal analizlerde yaygin olarak mekanik
homojenizasyon yontemleri uygulanmaktadir. Homojenizasyon sonras: elde edilen
homojenat, biitiinliigi bozulmamis birgok organel ve molekiiller igerir.
Homojenizasyon sivist doku intraselliiler igeriklerini tam olarak yansitmaz. Buna
karsin ultrasonik homojenizasyonda (sonikasyon) ise tiim hiicre organellerinin
par¢alanmasi amaclanir. Ancak sonikasyonda c¢ogu organik molekiiller icin
istenmeyen bozucu etkiler olarak yiiksek 1s1 ve ¢ok reaktif serbest radikaller agiga

cikar. Bu sicaklik artis1 dokuda hasara sebep olabilir (Kavutgcu 2006).



Bu calismanin amaci; karaciger antioksidasyon kapasitesinin belirlenmesinde
onemli olan SOD, GPx, Katalaz enzim aktivitelerine ve serbest radikal olusumunun
gostergesi olarak LPO diizeylerine ultrasonik homojenizasyonun etkilerinin

belirlenmesidir.



1.1. Homojenizasyon

Doku biitlinliiglinii bozarak fraksiyonlara ayirma yontemleri temelde fiziksel
ya da kimyasal tekniklere dayanir. Gelistirilen g¢esitli tekniklerle dokudaki farkli
hiicre tiplerini birbirinden ayirmak miimkiin oldugu gibi organeller de ayrimlanabilir.
Bir organel veya molekiilii hiicrelerden ekstrakte etmek ig¢in hiicreyi uygun
kosullarda pargalama islemine homojenizasyon denir. Hiicre biitiinligiiniin
bozulmasi kimyasal yontemlerde; ¢oziiciilerle (organik solventler, deterjanlar) ve
enzimlerle, fiziksel yontemlerde; dondurma/¢ozdiirme, osmotik sok ve mekanik
olarak yapilabilir. Bu yontemlerle elde edilen homojenat, biitlinliigli bozulmamis

birgok organel ve molekiil igerir (Altinisik 2009).

Hiicreleri parcalamak i¢in yaygin olarak kullanilan metodlardan birtanesi de,
ultrasonik ses dalgalar1 olarak kabul edilen 20 ile 100 MHz araligindaki boyuna ses
dalgalartyla yapilan ultrasonik homojenizasyondur.

1.1.1. Homojenizasyon Yontemleri
Homojenizasyon tipleri, genel olarak kimyasal ve fiziksel olarak ikiye ayrilir.
Kimyasal yontemler

Coziiciilerin Kullanilmasi: Membran yapisini olusturan makromolekiillerin
¢Ozilindiigli uygun bir solvent (¢oOziicii) yardimiyla zar yapisinin biitiinliigiiniin
bozulmasidir. Bu amagla kullanilan organik ¢oziiciiler (6rnegin, etil asetat, toluen vb)
zardaki lipitleri, deterjanlar ise uygun sartlarda protein ve lipoprotein ile etkilesime

girer ve bunlar uzaklastirilir.

Enzimlerin kullanilmasi: Bu amagla kullanilan litik enzimler 6zellikle
mikroorganizmalar i¢in uygundur. Gram (+)' lerde bakteri duvarmin yikilmasi i¢in
lizozim enzimi kullanilirken Gram (-)' lerde ise EDTA (kimyasal) uygulamasina tabi

tutulmas1 gerekmektedir.

Kimyasal parcalama yontemleri 1s1, yliksek basing, giiriiltii gibi olumsuz
faktorlerin ortaya ¢ikmamasi gibi nedenlerle fiziksel yontemlere gére daha ¢ok tercih

edilir (Surgun 2009).



Fiziksel yontemler

Dondurma-Cozdiirme: Hiicrelerin ¢ok diisiik sicaklik derecelerinde (6rnegin
-20°C ) tutulup sonra yeniden 1sitilarak ¢ozdiiriilmesi ve bu islemin birkag kez

tekrarlanmasi pargalanmaya yol agar.

Osmotik Sok: Hiicre duvari (¢eperi) bulunmayan hiicreler i¢in uygun olan ve
hiicrelerin yliksek osmotik basingli bir ¢ozeltiden, hipotonik bir ortama gegirilmesi
durumunda, suyun hiicrelerin i¢ine girmesi ile membran biitiinliigiiniin bozulmasiyla

meydana gelen homojenizasyondur.

Mekanik Yontemler: Bu tip tekniklerin en basit olani, materyali bir havan
icinde kum ile 0giitmektir. Ezme sirasinda alumina, kum ya da cam tozu katilacak
olursa pargalama etkinligi artar. Doku veya hiicreler (liquid N2) siv1 azotta (-196 °C)
ya da -20, -70 °C ' da dondurularak soguk havanlarda doviilerek, ezerek parcalama
islemi yapilir. Donmus olan dokular toz hale gelene kadar kolaylikla pargalanabilir,

ancak islem dokularda ¢6ziinme olmadan kisa siirede bitirilmelidir.

Ultrasonikasyon: Hiicre siispansiyonuna daldirilan sonikator, titresim
yaparak, yiiksek ses dalgalariyla hiicre biitiinliigiinii bozar. Bu amagla kullanilan
aletler (Ultrasonikator) elektrik enerjisini kesikli karakterde mekanik enerjiye
cevirerek, titanyumdan yapilmis sonda yardimiyla ultrases dalgalarini soliisyon
icindeki materyale iletir. Bu tiir pargalama islemleri sirasinda agiga cikan 1siy1

engellemek i¢in uygun sogutmalarin yapilmasi gerekmektedir.

1.2. Ultrasonik Dalgalarin Tarihcesi

Ultrasonik dalgalar insan kulaginin isitemeyece8i frekanslara sahip ses
dalgalaridir. insan kulag1 16 siklus/saniye ile (en kalin ses), 20.000 siklus/saniye
(Hertz) aras1 frekanstaki ses dalgalarini isitebilir. Hertz (Hz); saniyedeki dalgadir,
Kilohertz (KHz); saniyede bin dalga ihtiva eden ses, Megahertz (MHz); saniyede 1
milyon dalga ihtiva eden sestir (Ding 2008). Ultrasonik ses dalgalar1 insan duyma
smirinin tizerinde 20 KHz ile 100 MHz araligindaki boyuna dalgalardir. Ultrasonik
enerji, yillar boyunca miihendislik, bilim ve tipta ¢ok yaygin olarak kullanilmasina

karsin, kimyadaki uygulamalar1 oldukca yenidir (Oner 2002, Giimiisdere 2007).



Ultrasonik dalgalar ve kavitasyonlar hakkinda ilk bilgiler, 1895 yilinda
Thorncroft ve Bornaby'nin HMS Daring denizaltilarinda pervanelerin olusturdugu
asindirmaya dayanir. Bundan 22 yil sonra 1917 de Lord Rayleing kavitasyon
olaymin ilk matematik model tanimini1 yayimlamistir. 1927 yilina kadar, Richards ve
Leomis kimyasal, Wood ve Loomis' de biyolojik etkileri artirmak amaciyla
ultrasonik dalgalar1 kullanmiglardir. 1937 yilinda Brohult biyolojik polimerlerin
bozunmasinda ultrasonik dalgalarin etkilerini gézlemlemis, Schmid ve Romel 1939’
da sentetik polimerlerin bozunmasiyla ilgili metodlar gelistirmislerdir (Thompson ve

Doraiswamy 1999).

1944 yilinda Harvey mikrobaloncuklarin titresim siiresince biiylimesi fikrini
ortaya atmis ve 1950 yilinda Noltink ve Neppirs kavitasyon baloncugunun
bilgisayarla hesaplama modelini olusturmuslardir. 1954 yilinda Elder ve arkadaslari,
heterojen sistemlerde giliniimiizde iyi bilinen ultrasonik temizleme ydntemlerini
onerdi. Elder 1960 yillarinda ¢ogunlukla biyolojik sistemlerde sonokimyasal etkilere

yonelik yayinlar yapt1 (Thompson ve Doraiswamy 1999 ).

1961 yilinda akigkan sistemlerde ultrasonik dalgalarin fiziksel etkilerinin
arttig1 anlasildi. Naude ve Ellis (1961) asimetrik kavitasyon olusumu siiresince mikro
jet formlarmin olustugu hipotezini ileri siirdii. Bu genel diislince bugiin hala
gecerlidir. Bu diistince akigkan ylizeylerindeki korozyonu ve heterojen sistemlerdeki
tiim parcacik boyutlarinin indirgenmesini agiklamak icin kullanilir. 1963 yilinda
Weissler ¢evredeki tepkime sicakliginin artis1 ile sonokimyasal tepkimelerin hiz
azalisinin ilk incelemelerini yapti. 1964 yilinda Flynn gilinlimiizde kullanilan
terimlerden ‘siireksiz kavitasyon ve siirekli kavitasyon’ kavramini kullanan ilk kisi
oldu. 1982 yilinda Makino ve arkadaglart suyun sonolizi siiresince hidrojen ve
hidroksil radikallerin olustugunu ESR (Elektron Spin Rezonans) 6l¢iimiiyle gosterdi.
Bu yillarda Warwick Universitesinde Sonokimyanm temelleri olusturuldu.
Ultrasonik ses dalgalarinin kimyada kullanimi ile ilgili ilk yaym 1994 yilinda

‘Ultrasonics Sonochemistry’ adiyla ¢ikti (Thompson ve Doraiswamy 1999).

1.3. Ses ve Ultrasonik Dalgalarin Fizigi

Ses dalgalari, degisik ortamlar i¢cinde yayilan boyuna dalgalardir. Bu dalgalar
her hangi bir ortamda ( yani gazlar, katilar veya sivilar), ortamin 6zelliklerine bagh

olarak yayilirlar. Ses dalgast bir ortamda yayilirken; ortamin parcaciklari, dalganin
5



hareket dogrultusu boyunca yogunluk ve hacim degisikliklerine yol acacak sekilde
titresirler. Ses dalgalar1 seklinde ortaya ¢ikan yer degistirmeler, denge konumundan
itibaren her bir molekiiliin boyuna yer degistirmesini gerektirir. Bu sikisma ve
genisleme seklinde basing ( yiiksek algak basing) degisimlerine yol agar (Halliday ve
Resnick 1992). Frekanslarina gore ses dalgalari tige ayrilir:

[sitilebilir dalgalar: Insan kulaginin duyarliik s icinde olan ses
dalgalaridir. Bu dalgalar 20 Hz ile 20 KHz (20 000 Hz) (16-20 000Hz) frekanslar1
arasindadir. Bu sesler; farenksteki ses telleriyle, miizik aletleriyle ve hoparlor gibi

farkli aletlerle olusturabilirler.

Infrasonic ( Ses alt1 ) dalgalar: Isitilebilir diizeyin altindaki frekansta olan (

deprem dalgalar1) boyuna dalgalardir.

Ultrasonic ( Ses oOtesi ) dalgalar: Isitilebilir seviyenin iistiindeki ses
dalgalardir. Bu ses dalgalari, kuvars kristaline alternatif elektrik akimi
uygulanmasiyla elde edilebilir. Bu sekilde 6x10% Hz (600 000 000 Hz = 600 MHz)
kadar yiiksek frekans elde edilebilir. Bu frekansa karsilik gelen dalga boyu hava
icinde 5x10°cm (10,00005 cm)' dir. Bu deger goriiniir 151k dalgalarinin boyu ile ayni
biiytikliiktedir (Halliday ve Resnick 1992).

Megahertz (MHz) diizeyindeki sinyaller radyo frekans dalgalar1 olarak da
adlandirilmasina karsin, radyo frekans dalgalari ile ultrasonik dalgalar arasinda (aym
frekans bandinda olmalarina karsin) yapi itibariyle bazi temel farklar bulunmaktadir.
Ultrasonik dalgalar akustik yapida iken, radyo frekans dalgalari elektromanyetik
dalgalardir (Ley ve Low 1989).

Ultrasonik  dalgalarin  temelini, darbe-yansima (pulse-echo) prensibi
olusturmaktadir. Yani bir dalga darbesi gonderilir ve hedeften yansiyarak gelen eko
geri alinir. Geri alman ekodan, gozle goriilmeyen hedefle ilgili istenen bilgiler elde
edilebilmektedir. Bu sistemi kullanan canlilar igerisinde en ¢ok bilinenleri yarasalar
ve yunus baliklaridir. Bu canlilar 6rnek alinarak gelistirilen ve daha ¢ok askeri
amagcli olarak kullanilan cihazlar sonar ve radarlardir. Sonar ve radarlarda amag;

gozle goriilmeyen nesneleri belirlemek, siniflandirmak ve izlemektir.



1.4. Hiz, Dalga Boyu, Frekans

Ses dalgalarinin tekrarlanan seri basing dalgalarindan meydana geldigi ve
yayildigi, ortamlardaki molekiilleri titrestirerek ilerledigi bilinmektedir ( Sekil 1.1)
(Halliday ve Resnick 1992).

Genlik,(Basing) dB
A

e T

p LiZaman) s

Sekil 1.1. Ses dalgasinin genligi, dalga boyu, periyot (Halliday 1992).

Biitiin ses ve elektromanyetik dalgalar; V= F/1 esitligine uygun olarak
yayilmaktadirlar. Burada; V: Hiz (metre/saniye), F: Frekans (hertz, siklus/saniye) ve
1: Dalga boyu (milimetre)'nu ifade eder. Denklemine gore frekans artinca sesin dalga

boyu kisalmaktadir.

Ses dalgasinin gii¢ veya siddeti amplitude/genlik olarak ifade edilir ve ses
sisteminde sesin giicii (volume) veya ses yiiksekligi (loudness) ile aynidir. Yogunluk
ise ses dalgasinin yayilmasi ile iligkili birim alan boyunca enerji akim oranini ifade
eder ve parcaciklarin (partikiil) titresim oranini da kapsar. Genlik ve yogunluk

birbirleriyle dogrudan iliskilidir.

Dalga boyu; verilen dalgalar iizerinde iki benzer nokta arasindaki mesafedir.
Bir siklus esnasinda katedilen mesafe olarak da tanimlanabilir. Frekans; verilen
zaman periyodu igerisinde (birim zaman iginde/genellikle 1 saniye) dalga veya

siklus/titresim sayisidir (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Ultrason frekanslari ve dalga boylari ( Ding 2008).

1.0 MHz 1.54 mm
2.0 MHz 0.77 mm
2.25 MHz 0.68 mm
3.0 MHz 0.51 mm
5.0 MHz 0.31 mm
7.5 MHz 0.21 mm
10.0 MHz 0.15 mm
15.0 MHz 0.103 mm

Frekans, Gustaf Ludwing Hertz (1887-1975) anisina Hertz olarak kabul
edilmistir. Hiz; verilen bir noktadan bir dalga boyunun gec¢mesi icin gerekli
zamandir. Hiz, dokunun yogunlugu, elastikiyeti ve 1sisina baghdir (Ding 2008).
Aradaki iligki ters orantili oldugu i¢in yumusak dokuda ses frekanst 1,5 MHzden 3
MHz c¢ikinca dalga boyu da Imm den 0,5mm ye diiser. Ses dalgalarinin yayilma
hizini; ortamin cinsi, yogunlugu, 1s1s1 ve diger bazi faktorler belirlemektedir. Ortam

ne kadar yogun ise yayilma hiz1 o kadar artmaktadir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Sesin Cesitli Dokulardaki Hizi (m/sn) (Ding 2008).

Hava 331

Su 1.525
Distile su 1.530
Kemik 3.360-4.080
Yag 1.450

Kan 1.570

Kas 1.585
Bobrek 1.561

Lens 1.640
Yumusak doku 1.540

Ses siddeti Watt/cm? birimi ile 6lciiliir. Pratikte ise ses siddeti Bel ile ol¢iiliir
(1B=10dB). Elektromanyetik doniistiiriicli vasitasiyla ses olusturma ilkesini ilk bulan
Alexsander Graham Bell'den admi almistir. Ultrasonda da ses demetinin
siddeti/yogunlugu (amplutide) genellikle (dB) (0,1 bel) ile dlgiiliir. Isitme esigindeki
sesin siddeti 0 dB' dir. Desibel, ses siddetini gosteren birimin onda biridir ve bir ses
yogunlugunun digeri ile karsilastirilmasidir. Desibel daima iki deger arasindaki

karsilastirmadir ( Ding 2008).




1.5. Yansima, Sacilma, Kirilma ve Zayiflama

Optikteki 15181 yansimasi: ve kirilmasi ile ilgili kurallar akustik i¢in de
gecerlidir. Sekil 1.2' de gelen dalganin farkli bir fiziksel ortama girdiginde bir

kisminin yansimasi ve kirilmasi gosterilmistir.
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Sekil 1. 2. iki farkli ortam yiizeyinde yansima ve kirilma (Suslick 1988).

Ultrasonik dalgalarin yansimasi-kirilmasi, diizglin ve genis yiizeylerde s6z
konusudur. Ancak ortamlar i¢cinde homojen olmayan ve farkli yogunlukta bolgeler
bulunmaktadir. Dalga demeti bu tiir ortamlara carptifinda sagilmaya ugrar ve yon

degistirir (Sekil 1. 3) .
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Sekil 1. 3. Ultrasonik dalgalarin yansimasi, kirilmasi ve sagilmasi (Suslick 1988).



A. Gelis agis1 kritik agidan biiylikse gelen 151n demeti yansitilir.

B. Gelen 1sminin bir kismi yansitilir, kalan1 kirilir ve yoluna devam eder.
Gegen 151n demeti kismen sagilir.

C. Isin demeti yiizeye dik olarak gelirse, yansiyan i1sinlarin ¢ogu

dondistiiriiciiye (transducer), isaret giiclendirici olarak geri doner.

Ultrasonik dalga demeti farkli ortamlardan gegerken giiciinde bir azalma
yani zayiflama olmaktadir. Ses dalgalarinin yogunlugunun azalmasina, enerjisinin bir
kismin1 kaybederek zayiflamasina yol acan ii¢ temel etken ileri siiriilmektedir.
Bunlardan birincisi absorpsiyondur. Farkli ortamlardan gecerken ultrasonik
dalgalarin enerjisinin bir kismi, ortamdaki molekiillerin uyarilmasinda (son
yorlingedeki elektronlar enerji alarak bir iist enerji seviyesine ¢ikarlar) kullanilir,
uyarilan molekiiller tekrar uyarim oncesi hale donerken aldiklar1 enerjiyi 1s1 enerjisi
olarak ortama verirler. Zayiflamaya yol acan ikinci etmen sagilmadir. Sag¢ilma
sonucunda birim alandan gegen enerji miktar1 azalmaktadir ( Halliday ve Resnick
1992). Sagilma sisteki otomobil farinin parlamasiyla aynidir. Far hiizmesi 15181n tiim
yonlere dagilmasi nedeniyle hizla zayiflar (Ding 2008). Zayiflamaya neden olan
tciincli  faktor ise, dalga demetinin belirli bir mesafeden sonra genisleyerek
yayilmasidir. Enerji yogunlugu kesit alanla ters orantilidir. Demet genislediginde
kesit alan artacagindan dokudan gegen enerji yogunlugu azalmaktadir. Ultrasonik
dalga demetinin zayiflamasi, ortamin tiirii, kalinlig1 ve dalganin frekansina baghdir
(Halliday ve Resnick 1992). Bu zayiflama her MHz i¢in, santimetrede 1 desibel
(dB)'dir. 5 MHz ' lik bir ses dalgas1 4 cm'de 40 dB zayiflar. Frekans yiikseldikce
zayiflama arttig1 i¢in penetrasyon azalir (Ding 2008).

1.6. Ultrasonik Dalga Uretimi

1912 yilindan itibaren, ses dalgalariyla buz daglarini saptamak i¢in ¢aligmalar
yapildi. Bu c¢alismalarda, karanlikta veya sisli havalarda goriilemeyen biiyiik
nesnelerin varligin1 belirlemek i¢in, sesin bir yere carpip geri donme 6zelliginden
yararlaniliyordu. Patlama sesleri ve bagka yiiksek sesler kullanilarak yapilan ilk
deneylerde pek basari elde edilemedi. Bunun ana nedeni yansiyan sesin ¢ok zayif
olmasi ve bir gemide epey yliksek olan siirekli giiriiltiden kolayca ayirt
edilememesiydi. 1917 yilinda Fransiz fizik¢i Langevin, frekansi isitme esiginin

tizerinde olan bir ses kullanmanin daha 1yi olacagini fark etti. Boyle bir ses, geminin
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motorlarindan  kaynaklanan parazitlerden ve denizdeki c¢esitli giiriiltiilerden
etkilenmeyecekti. Bu sebeple kuvars kristalini kullanmaya karar verdi. Uygun
sekilde kesilmis bir kuvars parcasi piezoelektrik 6zellik gosterir. Kristale belli bir
dogrultuda basing uygulandiginda, buna dik bir dogrultuda bir elektrik sinyali olusur.
Bunun tersi de gecerlidir, kristale alternatif bir gerilim uygulandiginda kristal
titresmeye baslar. Kristalin biiylikligl, dogal titresim frekansi uygulanan elektrik
sinyalinin frekansina esit olacak sekilde ayarlanirsa, titresimler ¢cok biiyiik olabilir ve
yogun bir ses dalgas1 veya ultrasonik dalga iiretilir. Gliniimiizde kuvars ve benzeri
birka¢ madde ( Kuvartz, Lityum siilfat, Rochelle tuzu) ultrasonik ses iiretmek i¢in
kullanilmaktadir (Sekil 1.4). Benzer ozelliklere sahip bir kristal, ultrasonik bir ses
dalgasiyla elektrik sinyali {ireten hassas bir mikrofon olarak da kullanilabilir

(Cordemans 1991).

1.7. Piezoelektrik Etki

Basing

Piezo elektrik kuvars

Ses dtesi

dalga

Elektrik akimm

Elektrik sinyalleri

Sekil 1. 4. Ultrasonik dalgalarin piezoelektrik madde ile olusturulmas: (Halliday ve
Resnick 1992).

Ultrason  dalgalari, icerisine piezoelektrik  kristallari  yerlestirilmis
transdiiserler tarafindan olusturulur. Dokulara gonderilen ses dalgalarinin bir kismi
geri yansiyarak tekrar kristallere carpmakta ve elektrik akimina dontstiiriilmektedir.
Elektrik enerjisinin sese doniisiimii ve ses enerjisinin elektrige doniisiimiine
piezoelektrik olay adi verilir. Ultrasonun elde edilmesinde temel ilke piezoelektrik

olayidir. Piezo terimi Yunanca' dan koken almistir ve basing anlamindadir.
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Piezoelektrik terimi bugiin basing elektrigi anlaminda kullanilmaktadir. Kuvartz,
Lityum siilfat ve Rochelle tuzu (sodyum potasyum tartarat) gibi dogal tuzlar veya
Baryum titanat (BaTiO,), Kursun metabionat (PbNb,O;) ve Kursun zirkonat titanat
(PZT) yiiksek basinca maruz kaldiklarinda elektrik akimi {retirler. Buna
piezoelektrik etki denir.

Bu kimyasal maddelere yiliksek frekansh elektrik akimi yiiklendiginde,
mekanik titresimlerin olusmasma da ters piezoelektrik etki adi verilir. Ilk
piezoelektrik kristaller kuvars temellidir. Kuvarsin iyi piezoelektrik 6zelliginin yani
sira kirilgan bir malzeme olmasi cihazlarda kullanilmasini sinirlamistir. Turmalin
kristalleri kuvarstan sonra piezoelektrik 6zellige sahip olan nadir minerallerdendir.
Glinlimiizde iretilen problarin ¢ogunda PZT (Kursun Zirkonat Titanat) Kristali;
polarize edilmig seramik kristal kullanilmaktadir. Biitiin piezoelektrik problar

seramikten yapilir ( Sendag 2002, Ding 2008, ).

1. 8. Ultrasonik Dalgalarin Kullanim Alanlari

Miihendislik: Delme, 6giitme ve kesme islemlerine yardimer olarak. Ozellikle

cam, seramik gibi sert ve kirilgan malzemelerin islenmesinde kullanilir.

Jeografi ve Jeoloji: Deniz ve okyanus diplerindeki mineral ve petrol

rezervlerinin tespitinde kullanilir.

Endiistri: Pigmetlerin ve katilarin, boya, miirekkep ve reginelerin icerisinde
kolay dagilmalarmi saglar. Ultrasonik banyo da miihendislik malzemelerinin

temizlenmesinde kullanilir.

Kimya: Ses hizindaki degisimin degerlendirilmesiyle; reaksiyon gelisiminin
gozlenmesinde,  kalite  kontrol,  konformasyonel enerji  degisimlerinin
hesaplanmasinda kullanilir. Puls/Eko tekniginin kullanildig: yerler; tekneler i¢indeKi
malzemenin hacminin 6l¢iilmii, heterojen ara fazina olan uzakligin oOlglilmesi,
biyomolekiillerin sekillerinin siniflandirilabilmesi i¢in farkli frekanslardaki sesin

absorblanmasindaki degisikliklerde yararlanilarak kullanilmaktadir.

Dis Hekimligi: Dislerin oyulmasinda ve temizlenmesinde kullanilir.
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Tip: Teshis ve tedavi amaciyla kullanilir. Ultrasonik enerjiyle 2-10 MHz

arasinda yapilir.

Plastikler ve Polimerler: Giiglii ultrasonik enerjinin kullanilmasi ile,
termoplastiklere uygulanan kaynak iglemleri kolaylikla yapilabilir. Polimerizasyon

baslatilmasi ve polimerin bozunumu etkileri i¢in kullanilir.

Biyoloji ve Biyokimya: Hiicre igerikleriyle ilgili caligmalarda membran

biitlinliigiiniin bozulmasinda kullanilir.

1.9. Ultrasonik Dalgalarin Kimyasal Tepkimeler Uzerine Etkileri

Ultrasonik dalgalarin kullanildig1 tepkimelere Sonokimyasal tepkimeler
denmektedir. Sonokimya ‘ultrasonik dalgalar’ yoluyla kimyasal tepkimenin
gerceklestigi kosullarin iyilestirilmesini, tepkime mekanizmasinin degistirilmesini ve
tepkimeyi hizlandiracak radikal olusumunu arttirmayi amaglamaktadir. Ultrasonik
dalgalarin kimyasal tepkimelere etkileri;

-Tepkime hizini artirir.

-Serbest radikal olusumunu saglayarak baslatici veya katalizor olarak gorev yapar.
-Mekanik etkileri sayesinde yiizey alanini artirarak, kiitle aktarimini hizlandirir.

-Yan iiriinlerin olusmasini engeller.

-Tepkimenin verimini arttirmakla birlikte tepkime siiresini kisaltir (Suslick 1988,

Thompson ve Doraiswamy 1999, Adewuyi 2001).

1. 10. Kavitasyon

Ultrasonik enerjinin kimyasal giicii, kavitasyon olay1 ile ortaya ¢ikmaktadir.
Kavitasyon, negatif basing uygulanan sivida mikrobaloncuklarin olugsmasi olayidir.
Bu baloncuklar birbirleri ile siirekli olarak carpisarak biiylimekte, boylece kuvvetli

bir lokal enerji ortaya ¢ikmaktadir (bilesim.com.tr 2008).

Ultrasonik dalgalarin kimyasal ve mekanik etkileri, kavitasyon kabarciklari
tarafindan meydana gelmektedir. Kavitasyon kabarciklarinin genlesme sirasinda
bliylimeleri i¢in gecgen siire, biiziigme sirasindaki daralmalarina gore daha fazladir
(Sekil 1.5). Bu durum siv1 fazda olusan kabarciklarin gaz ya da buhar olarak esit
olmayan dagilimina baglidir. Sivida yer alan bu kabarciklar i¢cinde yiiksek sicaklik ve

basing meydana gelmektedir (Suslick 1988).
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Biitiin ses dalgalar1 gibi, ultrasonik ses dalgalar1 da s1vi icinde dalgalar halinde
iletilmektedir. Ses dalgalari i¢inden gegtigi ortamin, molekiiler yapisinda daralma ve
genislemeye yol agar. Eger yeterli miktarda negatif basing siviya uygulanirsa, sivi
biitiinliglinii saglamak icin gerekli olan kritik mesafe asilacaktir. Sivida bosluklar
olusacak ve parcalanma (yarilma) meydana gelecektir. Bu bosluklara "kavitasyon

baloncuklar1" ad1 verilir (bilesim.com.tr 2008).
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Sekil 1. 5. Kavitasyon kabarcigin olusum mekanizmasi (Cordemans 1991).

Ultrasonik dalgalarin kavitasyonel etkilerinin sadece tek bir kabarcikla degil;
kabarcik yigin1 igerisindeki kavitasyonel olaylarla da ilgili oldugu ileri

siiriilmektedir (Sekil 1. 6).
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Y1fin ¢ozelti ortam: T 300 K H.0,, N, HO-®, 04, °OH, H*, HO*

RN

Kabarcigin merkezs
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Sekil 1. 6. Bir kavitasyon kabarcigi lizerinde sonokimyasal tepkimelerin olustugu
bolgeler (Adewuyi 2001).

1. Bolge (Gaz Bolge) : Buharlagmis tepkime karigimi ve gazlar bulunur. Bu
bolgedeki sicaklik ve basing degerleri yiiksektir. Aym1 zamanda bu bodlgede cok
reaktif radikaller olusur, olusan serbest radikaller ya kendi aralarinda tepkimeye
girerler ya da siv1 bolgeye gecerler.

2. Bolge (Ara Bolge) : Daha az ugucu olan reaktanlart igerir.

3. Bolge (Y18in Cozelti ortami) : Sadece sividan olusur.

1.10.1. Kavitasyonu Etkileyen Faktorler

Kavitasyon olusumu reaksiyonlarini etkileyen baslica faktorler; frekans,
¢Oziicii viskositesi, ¢cozeltinin ylizey gerilimi, ¢ozeltinin buhar basinci, sicaklik, gaz

baloncuklari, uygulanan dis basing, sonikasyon yogunlugu ve sesin zayiflamasidir.

Frekans: Kavitasyon olusumunda frekans dnemlidir. Genel olarak sonokimya
da 20-40 KHz 'lik ses dalgalar1 uygulanmaktadir. Daha yiiksek frekanstaki dalgalar
(MHz) sivilarda kavitasyon olusumunu azaltacaktir. Bu olay frekans artisiyla

genlesme dongiisiiniin  oldukca kisalmasiyla agiklanmaktadir. Molekiillerin
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birbirlerinden yeterince uzaklasip baloncugun olusmasina imkan saglayacak

genlesme dongiisii i¢in yeterli siire saglanamaz.

(Coziici Viskozitesi: Kavitasyon eldesi, genlesme bolgesindeki negatif
basincin, sivi i¢indeki dogal kohezyon kuvvetlerine {istiin gelmesini gerekli
kilmaktadir. Bu yiizden bdyle kuvvetlerin biiylik oldugu viskoz sivilarda

kavitasyonun elde edilmesi daha zor olacaktir.

Cozeltinin Yiizey Gerilimi: Yiizey gerilimi disiik sivilar kullanildiginda,
kavitasyonun baglatilmasinda bir azalma olacagi beklenebilir. Bu durum basit bir
baginti degildir, fakat sulu c¢ozeltiler s6z konusu oldugunda, yiizey-aktif bir

maddenin katilim1 yardimer olmaktadir.

Cozeltinin Buhar Basinci: Diisiik buhar basincina sahip olan bir ¢oziiclide
kavitasyonu baglatmak daha zordur. Kavitasyonun kolaylikla olusturulabilmesi i¢in
¢oOziiclinlin daha ucucu olmasi1 gereklidir. Bu durumda ise, daha fazla buharin
baloncuklar i¢ine girmesi s6z konusudur ve bu nedenle ¢arpismadaki siddet

azalmaktadir (Oner 2002).

Sicaklik:  Sicaklik, genellikle sonokimyasal reaksiyonlarin  hizini
azaltmaktadir. Bu azalis bir dizi olaym sonucunda gerceklesmektedir. Tepkime
sicakliginin artmasi denge buhar basincini arttirmaktadir. Boylece daha ¢ok kabarcik
olusumu gerceklesmektedir. Ancak bu durum kavitasyonel kabarcigin daha fazla
buhar icermesi anlamimna da gelmektedir ki buhar ultrasonik eriyigin giiclinii
azaltmaktadir (Thompson ve Doraiswamy 1999). Kabarciklarin en biiyiik
yarigapindan en kiiciik yaricapma dogru biiziiliisiinde i¢indeki gazin sicakligr 100
Kelvin' e ulasabilmekte ve basinci oldukga yiiksek degerlere c¢ikabilmektedir
(Kavutcu 2006). Sonug olarak sonokimyasal tepkimeler en iyi diisiik sicakliklarda
gerceklesir. Basing artis1 ise sonokimyasal etki ile dogru orantilidir. Ciinki
kavitasyon sirasinda olusan ultrasonik enerji artmaktadir. Kavitasyon yogunlugu

yiiksek viskoziteli sivilarda daha yiiksektir (Thompson ve Doraiswamy 1999).

Gaz Baloncuklari: Ultrasonik enerji, bir sivi igindeki gazin atilmasi igin de
kullanilmaktadir. Bdylece sonikasyonda, kavitasyon relatif olarak daha kolay

olusacaktir. Fakat gaz uzaklastirildik¢a kavitasyonun olusturulmasi giiglesecektir.
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Uniform bir kavitasyonun olusturulabilmesi icin sonokimyasal bir reaksiyonun

icinden gaz baloncuklar gegirilebilir.

Uygulanan Dis Basing: Dis basincin artirilmasi, kavitasyonun baslatilmasi

icin gerekli enerjiyi artirirken, sonokimyasal etkinin de yiikselmesine yol agar.

Sonikasyon Yogunlugu: Sonikasyonun siddeti, direkt olarak ultrasonik
kaynagin vibrasyon genligiyle bagintilidir. Genel olarak, siddetteki bir artis,
sonokimyasal etkide de bir artisa yol acacaktir. Sisteme giren ultrasonik enerji {i¢
nedenden dolay1 kesin olarak artirilamamaktadir. Bu nedenler sunlardir:

-Sonikatorde kullanilan transduserin boyut degisiminin artirilmasi, malzemeyi
catlatarak bozulmaya neden olacaktir.

-Yiiksek vibrasyonel genlikte ultrasonik enerji kaynagi, tam bir g¢evrim
boyunca sivi ile temasa giremeyecektir. Bu durum teknik olarak “Yeniden Birlesme”
olarak bilinmektedir ve enerji kaynagindan ortama giiciin transferinde biiyiik bir
verim kaybina sebep olmaktadir.

- Biiylik miktardaki ultrasonik gii¢ sisteme uygulandiginda, ¢6zelti i¢inde ¢ok
fazla sayida kavitasyon baloncugu olusmaktadir. Bu baloncuklarin biiyiikk bir
cogunlugu birlesecek ve daha kararli baloncuklar olusturacaklardir. Bunlar sivi
iginde ses enerjisinin gegisini yavaslatabilecek ve sonokimyasal etkiyi vermek tizere

carpisacak olan daha kiigiik baloncuklarin gogunu uzaklastirabileceklerdir.

Sesin Zayiflamasi: Ultrasonik ses dalgalar1 ortamdan gegerken cesitli
nedenlerden dolayr siddeti azalir. Bu enerjinin bir kismi 1s1 sekline doniisiir. Sesin
zayiflama derecesi, frekansla ters orantilidir. 118 KHz’deki sesin siddeti 1 000 m
uzunlugundaki su kiitlesi iginden gegirilmesiyle yariya inmektedir. 20 KHz’lik sesin
siddetinin yariya indirilmesi i¢in gerekli mesafe ise ¢ok daha fazladir ve yaklasik
90 000 m kadardir. Bu hesaplamalar belirli bir mesafede ayni siddetlerin elde
edilebilmesi icin, daha yliksek baslangic giicliniin kullanimmin gerekli olacagim

acikca gostermektedir ( Oner 2002).

1. 11. Sonokimyasal Tepkime Teorileri

Sonokimyasal  tepkimeler, sisteme ultrasonik  dalgalar  verilerek
gerceklestirilen tepkimelerdir. Ultrasonik dalgalarin kimyasal tepkimeler iizerindeki

etkileri fiziksel ve kimyasal etkiler olmak iizere iki sekilde aciklanmaktadir.
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Ultrasonik dalgalarin fiziksel etkileri katalizoriin aktifligini artirarak tepkimenin
yiirliylistinli daha verimli hale getirmektedir. Ultrasonik dalgalarin kimyasal etkileri
ise, kavitasyon sirasinda serbest radikal olusumu nedeniyle tepkime hizinin artmasi

seklinde agiklanmaktadir (Adewuyi 2001).

Ultrasonik dalgalar sivi fazli homojen sistemlerde kavitasyon olayimni
meydana getirerek akustik mikroakim veya c¢ok kiiciik sekildeki girdaplara neden
olmakta, boylece yigin ¢ozeltinin kiitle ve 1s1 aktarimini artirmakta ve hiz gradyeni
olusturarak kesme gerilimiyle sonu¢lanmaktadir. Heterojen sistemlerde ise
kavitasyonun mekanik etkileri goriilmektedir. Kabarcik ile yigin cozelti ara
yiizeyinde kabarciklarin asimetrik pargalanmasini saglayarak, mikrojet seklinde

erozyon olusturmaktadir.

Sonokimyasal reaksiyonlar1 agiklamada 4 teori ileri siirlilmektedir. Bu
teoriler; (1) Sicak-nokta teorisi (2) Elektrik alan teorisi (3) Plazma yiik dagilimi
teorisi ve (4) Siperkritik teori seklinde siralanabilir. Bunlar prolitik bozunma,
hidroksil radikal oksidasyonu, plazma kimyasi ve siiperkritik su oksidasyonu gibi

bazi aktivitelerin olustugunu 6ne siirmektedir.

Sicak-nokta teorisi: Bu teoriye gore, olusan kabarciklarin siddetle
par¢alanmas1 esnasinda lokal olarak basing 1000 atmosfer lizerinde ve sicaklik
yaklasik 5000 K olmaktadir (Adewuyi 2001). Teorik hesaplamalar, su i¢inde
kavitasyonu olusturmak ig¢in, olduk¢a yiliksek bir enerjiye ihtiya¢ oldugunu
gostermektedir. Eger saf su i¢in kritik mesafenin 8-10 cm oldugu diisiiniiliirse,
gerekli negatif basing 10,000 atmosferlik bir mertebede olacaktir. Baloncuklarin,
suyun buharlagmasindan meydana gelen buhar ile doldugu disiiniilerek bu
hesaplama yapilirsa, kavitasyonu olusturmak igin yaklasik 1000 atmosferlik bir
negatif basing gerekli olacaktir. Pratikte kavitasyon olayl, sivinin iginde
dayanikliligin1 zayiflatacak merkezler bulunmasindan dolayr uygulanan daha diigiik
akustik basinglarla meydana getirilebilir. Siv1 i¢inde zayif noktalarin bulunmasi, (s1vi
icinde gaz bulunmasindan) asili duran ¢ok az miktardaki gaz baloncuklarindan veya
asili durumdaki partikiillerden dolayr olmaktadir. Ultrafiltrasyon uygulanmamis tiim

stvilarim icinde kiigiik parcaciklar bulunmaktadir (Oner 2002).
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Elektrik alan teorisi: Smirli kosullarda yogun elektrik alan yiiziinden
pargalanma ile ekstrem kosullar meydana gelmektedir. Kabarcik olusumu ve
parcalanmasi esnasinda ciddi bir elektrik alan gradyeni olusmaktadir. Bunlar baglarin

kirilmasini ve kimyasal aktivitenin artmasini saglamaktadir.

Plazma teorisi: Elektrik alan teorisinde oldugu gibi yogun elektriksel
alanindan dolay1 ekstrem kosullar meydana gelmekte ve gergek bir i¢ patlamanin
gerceklesmedigi vurgulanmaktadir. Kavitasyon kimyasinin esasi parcalanmis, bir
parcalanma prosesi ile olusan korona-tipi akima benzetilmektedir. Sonokimya ile
korona kimyasi arasinda pek ¢ok benzerlik olmasi bu fikri desteklemekte ve

kabarciklar icinde mikroplazmalarin olusmasi bu goriisleri desteklemektedir.

Stiperkritik teori: Kabarcik-¢ozelti ara yilizeyinde bir tabakanin var oldugu
ileri siiriilmektedir. Burada sicaklik ve basing suyun kritik kosullarinin {istiinde
olabilir. Sonolitik olarak olusan kavitasyon kabarciklarinin pargalanmasi sirasinda

stiperkritik su elde edilmektedir (Adewuyi 2001).

1. 12. Ultrasonik Homojenizasyon

Glinlimiizde hiicreleri pargalamak ic¢in yaygin olarak kullanilan metodlardan
bir tanesi de ultrasonik homojenizasyondur. Bu sistemde homojenizator sivida yogun
sonik basing dalgalari olusturur. Basing dalgalari sividaki mikrobaloncuklarin
birleserek hizla biiyiiyerek, maksimal biiyiikliige ulasmasina, sonugta hizla kollapse
olmasiyla karisima sebep olur. Bu olay kavitasyon olarak adlandirilir Kavitasyon
olusumunda oncelikli olarak molekiiller aras1 van der wals baglarinin ve daha ileri
asamada da kovalent baglarin kopmasi i¢in yeterli enerji agiga ¢ikabilir

(nirosoavi.com.tr 2009). Hiicre par¢alanmasinin etkileyen faktorler;

-Uygulama stiresi ve yogunluk,
-Hiicre konsantrasyonu,
-Basing,

-Kanal kapasitesi ve seklidir.

Modern ultrasonik islemciler, kursun zirkonat titanat kristallerinden yapilmis
piezoelektrik ceviricileri kullanmaktadirlar. Islem esnasinda ultrasonikatér onemli

Olciide 1s1 liretmektedir ve disardan sogutucuya ihtiya¢ duyulmaktadir. Siispansiyon
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1s1s1 miimkiin oldugu kadar diisiik olmalidir. Diisiik sicaklik ve yiiksek yogunluk sok
artisgina yol agar. Yani ultrasonik sivinin 1sist onun donma noktasindan yukarida
tutulmalidir. Yeterli biiyiikliikkte (0,05-0,5 mm) baloncuklarin olugmasit ve
baloncuklarin birlesmesiyle ortaya cikan enerji yiiklemesi, hiicre parcalanmasini
hizlandirmaktadir. Baloncuklar, hiicredeki spor ve mayalarin parcalanmasi igin
gereklidir. Deri ve kas gibi sert dokular, ultrasonik islemden once daha kiigiik
parcalara ayrilmalidir. Kopiik olusumunu engelleyici veya yilizey gerilimini diisiiriicii
materyalleri kullanmaktan sakinilmalidir. Sonikasyonda olusan serbest radikallerin
zararlarmin engellenmesi amaciyla, homojenizasyon ortamina cystein, dithioeritrol

benzeri antioksidanlar konulmalidir (nirosoavi.com.tr 2009).

Biitiin organik sivilarda ultrasonik i1sinmayla serbest radikaller agiga ¢ikar.
Serbest radikaller c¢ok reaktif molekiil olmalarindan dolayr anselektif (segici
olmadan) tepkimeye girer, lipit peroksidasyonu ile hiicre membran yapisini bozarak,
biyolojik yapilara zarar verebilir. Protein yapisindaki biyomolekiillerin,
fonksiyonlari etkiler, ayrica DNA {izerindeki etkileriyle somatik ve genetik
degisikliklere yol acar (Karabiga ve ark 2007). Biyolojik sistemlerde, serbest
radikallerden en Onemlileri; siiperoksit (O:), hidrojen peroksit (H-O:) ve hidroksil
(OH) radikalleridir. Siiperoksit radikali, normal hiicre metabolizmasinda,
mitokondrial, endoplazmik retikiiler ve niikleer membran elektron transport islemleri
esnasinda olusan bir ara irilindiir. Stperoksit radikalinden, SOD (sliperoksit
dismutaz) enziminin katalizledigi bir reaksiyonla H:0O: olusur. SOD, CAT ve
glutasyon peroksidaz, serbest oksijen radikallerine karg1 6nemli hiicre i¢i enzimatik
savunma sistemleridir. Serbest oksijen radikalleri araciligiyla olusan lipid

peroksidasyonu, hiicre membran hasarinin 6nemli bir nedenidir (Kiris ve ark 2005).

1.13. Serberst Radikaller ve Antioksidan Sistemler

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslenmemis elektrona sahip kisa
Omiirlii, kararsiz, molekiil agirh@ diisiik ve etkin molekiiller olarak tanimlanir
(Mercan 2004). Eslenmemis tek elektron serbest radikallere karakteristik kimyasal
ozellikler kazandirir (Akpoyraz ve Durak 1995). Mn*, Fe™, Cu™ ve Mo™ gibi gegis
metallerinin de eslenmemis elektronlart oldugu halde serbest radikal olarak kabul
edilmezler ancak serbest radikal olusumunda onemli rol oynarlar (Akkus 1995).
Nitrik oksit (NO), (NO,) Nitrik dioksit gibi bilesiklerde radikal yapisindadir. Serbest
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radikallerin, eslenmemis elektronlara bagli olarak reaktiveleri yiiksektir ve bu
nedenle de diger molekiillerle kolaylikla elektron aligverigsinde bulunurlar (Akpoyraz
ve Durak 1995, Giirbiiz 2008). Bir molekiiliin serbest radikal oldugunu gostermek
icin tlizerine nokta konur (O°, O, gibi). Serbest radikaller pozitif yiiklii (katyon),
negatif yiiklii (anyon) veya elektriksel olarak notral olabilirler (Akkus 1995).

Serbest radikaller, molekiillerden elektron alarak daha kararli hale gelmeye
calisirlar ve boylece binlerce reaksiyon gelisebilir. Serbest radikaller yasam igin
gereklidir, enerji tretimi, elektron transferi ve diger metabolik islevlerde temeli
olusturur. Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir (Akkus 1995).

‘O’ igeren serbest radikal “reaktif oksijen iiriinii (ROS)” olarak adlandirilir.
Oksijen iceren serbest radikallerin elektoronlarin iki tanesi eslenmemistir, bu yiizden

oksijen bazen “diradikal” olarak degerlendirilebilir (Akkus 1995).

1.13.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

En ¢ok goriilen reaktif oksijen tiirleri, stiperoksit radikali (O,’), singlet oksijen
(O, hidroksil radikali (OH") ve hidrojen peroksittir (H.0,).

Siiperoksit Radilkali (O.’)

Siiperoksit radikali (O,"), aerobik hiicrelerde  molekiiler oksijenin (O.)

elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur.

O, + e -0

Gegis metallerinin otooksidasyonu da siiperoksit radikali meydana getirebilir
(Akkus 1995).
Fe"+0 — Fe"+0"

Cu+0 — cu+0-

Stiperoksit radikali bir serbest radikal olmakla birlikte hidrojen peroksit
kaynagi olmasi ve gecis metallerini indirgemesi bakimindan 6nemlidir (Akkus
1995). Diisiik pH degerlerinde daha reaktif olup oksidan perhidroksil radikali (HO,)
olusturmak {izere protonlanir (Aalt 1991).
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0, +H" — HO/

Stiperoksit radikali ile perhidroksil radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri
okside olur digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda oksijen ve hidrojen
peroksit meydana gelir.

HO” +0,"+H" — 0.+H.0,

Stiperoksit radikali, hem oksitleyici hem rediikleyici 06zellige sahiptir.
Rediiktan olarak gorev yaptiginda, ferrisitokrom c’nin ya da nitroblue tetrazolium ile

reaksiyonunda bir elektron kaybeder ve molekiiler oksijene okside olur.
Sitc (Fe")+0.” — O.+sitc (Fe")

Oksidan olarak gorev yaptiginda, epinefrinin oksidasyonunda oksidan olarak
davranarak bir elektron alir ve hidrojen perokside (H.O,) indirgenir. Siiperoksit
radikali, fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit (NO°) ile birlesmesi sonucu
reaktif bir oksijen olan peroksinitrit ( ONOO") meydana gelir. Peroksinitrit, nitrit
(NO,) ve nitrat (NO;) olusturmak tizere metabolize edilir. Peroksinitrit, azot dioksit
(NO,), nitronyum iyonu (NO;), hidroksil radikali (OH") gibi toksik {iriinlere
dontisebilir ki nitrik oksitin (NO°) zararl: etkilerinden peroksinitrit sorumludur.

Peroksinitritin dogrudan proteinlere zararl etkileri vardir (Giirbiiz 2008).

Hidrojen peroksit (H.O.,)

Molekiiler oksijenin iki elektron veya siiperoksidin bir elektron almasi sonucu
olusan hidrojen peroksit, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan
hidroksil radikaline kolayca yikilir. H,O, membranlardan gegebilen, uzun 6émiirlii bir
oksidandir.

O.,"+e +2H"— H,0,
0.+ 2e " + 2H — H.0;
H.0,+0O,” - OH +OH +0,

Hidrojen peroksit biyolojik sistemlerde siiperoksit dismutaz (SOD)
katalizorliigiinde veya siliperoksidin dismutasyonuyla spontan olarak gelisir. Spontan
dismutasyon pH 4,8’de en hizlidir, enzimatik dismutasyon ise spontan

dismutasyonun yavas oldugu nétral ya da alkali pH’da daha belirgindir.
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202.- + 2H — HzOz + Oz

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde, reaktif oksijen tiirleri
(ROS) i¢ine girer ve serbest radikal biyokimyasinda onemli rol oynar. Gegis
metallerinin varliginda ‘Fenton reaksiyonu’ sonucu, siiperoksit radikalinin (O,)
varliginda ‘Haber- weiss’ reaksiyonu sonucu en reaktif, zarar veren hidroksil radikali
(OH") olusur. Hidrojen peroksit siiperoksit gibi hem oksitleyici hem rediikleyici
ozellige sahiptir (Akkus 1995).

Hidroksil radikali (OH")

Hidroksil radikali (OH"), hidrojen peroksitten ( Fenton reaksiyonu ve Haber-
weiss reaksiyonu sonucu) olusmaktadir. Suyun yiiksek enerjili iyonize edici

radyasyona maruz kalmasi sunucunda da hidroksil radikali olusur.

H-O-H — H+OH

Hidroksil radikali, son derece reaktif bir oksidan radikalidir, yarilanma 6mrii
kisa ve reaktif oksijen radikallerinin en giicliisiidiir. Olustugu yerde tioller ve yag
asitleri gibi cesitli molekiillerden bir proton kopararak karbon merkezli organik
radikaller (R"), tiyil radikalleri (RS") gibi yeni radikallerin olusmasina sebep olur
(Akkus 1995).

R-SH+OH — RS +HO
CH,+OH — -CH +HO

Singlet oksijen (O

Singlet oksijen ortaklanmamis elektronu olmadigi igin, radikal olmayan
reaktif oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlart sonucu meydana geldigi

gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina da sebep olur (Akkus 1995).

Oksijenin eslenmemis elektronlarindan birinin verilen enerji sonucu
bulundugu orbitalden baska bir orbitale kendi spinin ters yoniinde yer degistirmesiyle
olusur. Doymamis yag asitleriyle dogrudan tepkimeye girerek peroksi (ROQ’)
radikalini meydana getirir ve lipit peroksidasyonunu baslatabilir (Barber ve Haris
1994).
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1.13.2. Serbest Oksijen Radikallerin Etkileri

Serbest radikallerin olusumu, yangi, yaslanma, radyasyon, yiiksek parsiyel
oksijen basinci (pO,), ozon (O;) ve azot dioksit (NO,’), kimyasal maddeler ve ilaglar

gibi bazi uyaranlarin etkisiyle artar (Altinigik 2009).

Serbest radikaller, hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi
tim oOnemli bilesiklerine etki ederler (Akkus 1995). Hidroksil radikali (OH") ve
stiperoksit radikali (O,") sitoplazma, mitokondri, niikleus ve endoplazmik retikulum
membranlarinda lipid peroksidasyonunu baglatir. Lipid peroksidasyonu meydana

gelmesi sonucu membran gegirgenligi artar.

Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein siilthidril gruplari ve diger
aminoasit kalintilar1 okside olarak yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA okside

olur. Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucunda hiicre hasari olur.

Serbest radikallerin lipidlere etkileri

Lipitler serbest radikallerin etkilerine kars1 en hassas olan biyomolekiillerdir.
Savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak oranlarda serbest radikal olustugu
zaman organizmada c¢esitli bozukluklara yol acarlar. Hiicre membranlarindaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Poliansatiire yag asitlerinin
oksidatif yikimi, lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve olduk¢a zararlidir. Lipid
peroksidasyonuyla meydana gelen membran hasari geri doniistimsiizdiir (Akkus
1995).

Lipid peroksidasyonu, olusan bir serbest radikal etkisi sonucu membran
yapisinda bulunan poliansatiire yag asidi zincirinden bir hidrojen atomu
uzaklastirilmasi ile baglar. Olusan lipid radikali dayaniksizdir ve bazi1 degisikliklere
ugrar. Cift baglarin pozisyonlarinin degismesiyle dien konjugatlari, lipit radikalinin
molekiiler oksijenle etkilesimi sonucu lipit peroksil radikali meydana gelir. Lipit
peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger poliasantiire yag asidlerini
etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumuna yol agarken, aciga ¢ikan hidrojen

atomlarini alarak lipid hidroperoksitlerine doniigiirler. Arasidonik asit metabolizmasi
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sonucu olusan serbest radikallerin neden oldugu lipit peroksidasyonuna “enzimatik
lipid peroksidasyonu”, diger radikallerin sebep oldugu lipit peroksidasyonuna ise
“non-enzimatik lipit peroksidasyonu” denir (Giirbiiz 2008). Lipit peroksidasyonu
olusan lipit hidroperoksitlerin  yikimi, iyon katalizini gerektirir.  Lipit
hidroperoksitleri yikildiginda, aktif olan aldehitler olusurlar. Bu bilesikler hiicre
diizeyinde metabolize edilirler ya da hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar.
Daha fazla ¢ift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehid

(MDA\) olusur. Bu durum lipid peroksit seviyesinin 6l¢iilmesinde siklikla kullanilir.

Lipit peroksidasyonu zararli bir reaksiyondur ve direkt membran yapisina,
dolayli olarakta aldehidler iireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Bdylece

doku hasarina sebep olur (Akkus 1995).

Serbest radikallerin proteinlere etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi poliasantiire yag asitlerinden daha az
hassastirlar ve zarar verici zincir reaksiyonlarinin hizla ilerleme ihtimali daha azdir.
Proteinlerin  serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit
kompozisyonlarina baglidir. Doymamis bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki ile 6zellikle stilfiir radikalleri ve karbon

merkezli organik radikaller olusur (Akkus 1995).

Reaksiyonlar sonucu, yapilarinda fazla sayida disiilfit bagi bulunan
immiinoglobiilin G (Ig G) ve albumin gibi proteinlerin tersiyer yapilari bozulur ve
normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Prolin ve lizin, siiperoksit radikali,
reaksiyonlara maruz kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hem
proteinleri de (hemoglobin) serbest radikallerden onemli oranda zarar goriiriiler.
Ozellikle oksihemoglobinin siiperoksit radikali (O,) veya hidrojen peroksitle (H.0.)
reaksiyonu methemoglobin olusumuna sebep olur. Enzimler protein yapisinda

olduklarindan enzim aktivitelerinde de degisiklik meydana gelebilir (Stadtman
1993).

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisi

Serbest radikallerin karbonhidratlar tzerinde de Onemli etkileri wvardir.

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu H.O,, peroksitler ve okzoaldehitler
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olusabilir. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanarak antimitotik etki

gostererek kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar (Akkus 1995).

Serbest radikallerin niikleik asitler ve DNA’ ya etKileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA’ y1 etkileyerek
hiicrede mutasyona ve 6liime yol agarlar. Hidroksil radikali (OH") deoksiriboz ve
bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol agar. Aktive olmus
notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit (H,O,) membranlardan kolayca gegerek
ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre
oliimiine yol agabilir. Stiperokside (O,") maruz kalan DNA molekiilleri hayvanlara
enjekte edildiklerinde daha fazla antijenik 6zellik gosterirler ki bu oldukca dnemli bir
etkidir, ¢iinkii otoimmiin bir hastalik olan sistemik lupus eritematozus (SLE) ve

romatoit artritte (RA) dolasimda anti-DNA antikorlar bulunur (Akkus 1995).

1.13.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada koruyucu
mekanizmalar vardir. Mekanizmalardan bir kismi serbest radikal olusumunu, bir
kismi ise olugsmus serbest radikallerin zararli etkilerini onler. Bu islevleri yapan

maddelerin tiimiine antioksidanlar denir (Tekkes 2006).

Antioksidanlar etkilerini dort ayr1 sekilde gosterirler;

1. Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya daha zayif bir
molekiile c¢evirme toplayict etkidir. Antioksidan enzimler bu tip etki
gosterirler.

2. Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme bastiric1 etkidir.
Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3. Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etki zincir kirici etkidir. Hemoglobin, seruplazmin ve
mineraller zincir kiric1 etki gosterirler.

4. Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarici etkidir.

Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek, reaktif
oksijen tiirlerini toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler. Endojen kaynakl

ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak iizere iki gruba ayrilabildigi gibi, serbest
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radikalin olusumunu 6nleyenler ve mevcut olanlari etkisiz hale getirenler seklinde de

ikiye ayrilabilirler. Enzim ve enzim olmayanlar seklinde de siniflandirilabilirler.

Hiicrelerin hem s1vi hem de membran kisminda bulunabilirler (Akkus 1995).

Endojen antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar seklinde (Cizelge 1.3) iKi

gruba ayrilir (Akkus 1995).

Cizelge 1.3. Enzim ve enzim olmayan antioksidanlar (Akkus 1995).

Enzimatik

Nonenzimatik

Stiperoksit dismutaz (SOD)
Katalaz (CAT)

Glutatyon (GSH)
a-Tokoferol (Vit E)

Albiimin
Seruloplazmin

Glutasyon peroksidaz (GPx) Askorbat (Vit C) Transferrin
Glutatyon rediiktaz (GSSS-R) B-Karoten Ferritin
Glutatyon S-transferaz ( GST) Urat Laktoferrin
Mitokondriyal sitokrom oksidaz Bilirubin Melatonin
Sistein

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Ilk olarak 1968 yilinda Mccord ve Fridovich tarafindan tanimlanan,
antioksidan savunmanin ilk basamagi siiperoksitin H,O,’e ve molekiiler oksijene

dismutasyonunu katalizleyen siiperoksit dismutaz enzimidir (Tekkes 2006).

O, +0,+2H" — 0, +H,0,

Stiperoksid dismutazin katalize ettigi reaksiyonun hizi, spontan reaksiyonun
yaklasik 4000 katidir. Insanda SOD’nin iki tipi bulunmaktadir; sitozolde bulunan
dimerik, Cu ve Zn igeren izomer (Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik
Mn igeren izomerdir (Mn-SOD) (Akkus 1995). Hiicrede en ¢ok bulunan izomer
sitozolik Cu-Zn SOD’ dir. Aymi tepkimeyi katalizlemeleri disinda Mn-SOD ile Cu-
Zn SOD arasinda higbir ortak yapisal 6zellik yoktur (Halliwell 1990). Enzimin
fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest
radikallerinin zararli etkilerine karsi korumaktir. Boylece lipit peroksidasyonunu
inhibe eder. SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve
doku pO, artisi ile artar. Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek

oranda siiperoksit iiretimi olmasina ragmen, bu enzim sayesinde intraselliiler
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stiperoksit diizeyleri diisiik tutulur. Siiperoksit dismutazin ekstraselliiler aktivitesi

duistiktiir (Akkus 1995).

Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT), tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan dort
tane hem grubu igeren bir hemoproteindir. Hidrojen peroksidi molekiiler oksijen ve
suya katalizler (Tekkes 2006).

2H,0, — 2H,0+0;

Bu enzim bir molekiil hidrojen peroksidi elektron verici bir subsrat olarak,
digerini de oksidan veya elektron alicisi olarak kullanabilir (Akkus 1995). Daha ¢ok
peroksizomlarda lokalizedir. CAT’in indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ile metil,
etil hidroperoksitleri gibi kiigiikk molekiillere karsidir. Biiyiik molekiilli lipid
hidroperoksitlerine etki etmez. Kan, kemik iligi, mukoz membranlar, karaciger ve

bobreklerde yiiksek miktarda bulunmaktadir (Bast ve ark 1997).

Glutasyon Peroksidaz (GPx)

Hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan sorumlu olan bir
enzimdir. Molekiil agirligi ise yaklasik olarak 85000 Dalton’dur. Birbirinin ayn1 dort
selenyum atomu ihtiva eden tetramerik bir enzimdir. Monomerik, selenyum atomu
ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. GPx, intraselliler mesafede lipidleri
peroksidasyondan koruyan en Onemli enzimdir. Bu nedenle hiicrenin 06zellikle
sitozolik kompartmaninda yer alan bu enzim hiicrenin yapisini ve fonksiyonunu

korur (Palliga ve Valentine 1967, Mannervik 1985).

Bu enzimin varligi ilk defa Mills tarafindan 1957 yilinda memeli
eritrositlerinde saptanmistir. Endotel hiicrelerinde 6zellikle akcigerde en etkili

enzimdir.

Enzim aktivitesinin % 60-751 dkaryot hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur. %
25-40’1 ise mitokondridedir. Enzim aktivitesinin en fazla oldugu dokular ise

eritrositler ve karacigerdir (Tekkes 2006).

GSH-Px, asagidaki reaksiyonlar1 katalizler.

H,O,+2GSH — PLGSH-Px — GSSG + H;0
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ROOH +2GSH — PLGSH-Px — GSSG + ROH +H,0
PLOOH +2GSH — PLGSH-Px — GSSG + PLOH + H,0

Membran fosfolipid hidroperoksitlerini  alkole indirgeyen fosfolipid
hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) da selenyum atomu igerir ve
monomerik yapidadir. Ayrica sitozolik bir enzimdir. Membrana bagli antioksidan
olan vitamin E’nin yetersiz oldugu durumlarda PLGSH-Px membranin
peroksidasyonuna karst korunmasimi saglar (Akkus 1995, Mannervik, 1985).
Hidroperoksitlerin rediikte olmas1 ile meydana gelen GSSG, glutatyon rediiktazin
(GSSG-R) katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH’a doniisiir (Akkus 1995).
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2. GEREC VE YONTEM
2.1 Gerec

Karaciger dokusu homojenizasyonunda, sonikasyonun intraselliiler SOD,
GPx, CAT enzim aktivitelerine, ayrica serbest radikal olusum diizeyinin gostergesi
olarak kabul edilen LPO diizeylerine etkilerinin belirlenmesinde postmortem yeterli

diizeyde saglikli taze dana karacigeri kullanilmstir.

Kullanilan Cihazlar

1 Sogutmali santrifiij Universal 32R Hettich (Almanya)
2 Derin dondurucu Sanyo (Japon)
3 Otomatik pipetler Eppendorf (Almanya)
4 Spektrofotometre Shimadzu UV 1201V 2100 (Japonya)
5 Homojenizator Sartorius 37070 (Gottingen/Germany)
6 Hassas terazi Shinko denshi (Japon)
Sonikator SONIC vibra cells. Amplutide probe
7 S&M 0702 40% of maximum (USA)
2.2. Yontem

Doku kan ve benzeri (yag, fasia, baglar, lenf vb.) artiklardan temizlendi. Elde
edilen karaciger dokusu % 0,9 NaCl ile yikand1 ve kurutma kagitlar1 ile kurutuldu.
Robotla olabildigince kii¢iik parcalara ayrildi ve goriiniir lifler, damarlar alindi. 0,5’
er gr tartildi ve alimunyum folyo ile sarilip -86 °C ‘ye kaldirildi. Karaciger dokusu ve
% 0,9 NaCl, soguk ortamda (+4 °C) muhafaza edildi.

Karaciger ornekleri (0,5 gr), 5 ml’lik tiiplere konuldu (n=15). Uzeri fosfat
buffer (pH 7,4)’la 5 ml’ye tamamlandi. Homojenizasyon ve sonikasyon buz kabinin
igerisinde gerceklestirildi. Elde edilen homojenatlar santrifiij tiipline kanularak 3000
g’de +4°C’de sogutmal1 santrifiijde 10 dk santrifiij edildi. Siipernatantlar dort ayri
ependorf tiipiine 1’er ml konularak, siipernatantlardan birine Lipit peroksit analizi
icin 0,5 mM, 10 ul BHT eklendi. Analiz zamanina kadar siipernatantlar -86’ya

kaldirildi. Siipernatant kismindan parametrelerin tayini gergeklestirildi.

Mekanik homojenizasyon (M): Karaciger ornekleri 1500 devir/dakika’ya

ayarli homojenizatdrle 2 dakika homojenize edildi.
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Sonikasyon (S): Karaciger 6rnekleri, 5 sn siireli 30 sn sogutmali 5 kez sonike
edildi. Sonikasyon siiresinin etkileri i¢in, 2 sn, 4 sn, 6 sn, 8 sn, 10 sn siireli 30 sn

sogutmal1 5 kez ultrasound ses dalgalar1 uygulandi.

Mekanik homojenizasyon ve Sonikasyon (MS): Karaciger Ornekleri
oncelikle 1500 devir/dakika’ da homojenize edildi, ardindan da 5 sn siireli 30 sn

sogutmali 5 kez sonike edildi.

Mekanik homojenizasyon, sonikasyon ve dithioerythritol (MSD):
Karaciger ornekleri tizerine 50 ul dithioerythritol  eklenip karistirildi, 1500
devir/dakika’ da homojenize edildi, ardindan da 5 sn siireli 30 sn sogutmali 5 kez
sonike edildi. Dithiyoeritritol eklenen karaciger dokularinda islem sirasinda gozle

goriiniir bicimde kabarcik (kavitasyon) olusumu azaldi.

2.2.3. Antioksidan Enzim Aktivite Diizeylerinin Ol¢iimii
Glutasyon peroksidaz (GPx) diizeylerinin belirlenmesi

Glutasyon peroksidaz aktivitesi, ticari GPx-340TM (OxisResearchTM,
Bioxytech, CA, 92202 USA) kiti ile spektrofotometrik olarak yapildi.

Prensip

Glutasyon peroksidaz tarafindan organik peroksitlerin reaksiyonu sonucu
olusan okside glutatyon, glutatyon rediiktaz (GR) tarafindan tekrar rediikte
edilmektedir. Rediiksiyon asamasinda NADPH’in NADP"’ya doniisiimii 340 mn’de
azalan absorbansa sebep olmakta ve GPx aktivitesi belirlenmektedir. 340 nm’deki
absorbans diislisiiyle GPx aktivitesi ters orantilidir. Sonuglar mU/ g protein olarak
verildi.

c-GPx
R-O-O-H + 2GSH — R-O-H + GSSG +H,0
GR
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP”
Kit igerigi: NADPH reagent: beta-nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(rediikte), glutatyon, glutatyon rediiktaz (liyofilize) assay buffer, tert-biitil

hidroperoksit
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Hesaplama: Ug dk boyunca &rnek absorbanslari belirlendi ve dakikadaki
absorbans farklar1 hesaplandi (delta absorbans). GPx muU/ml: ((delta absorbans
ornek) / 0,00622) X sulandirma katsayisi.

GPx mUY/ g protein : (GPx mU/ml) / (g protein/ml).

Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi

Katalaz aktivitesi ticari Catalase-520TM (OxisResearchTM, Bioxytech, CA,
92202 USA) kiti ile spektrofotometrik (UV 2100 UV-VIS Recording

Spectrophotometer Shimadzu, Japonya) olarak belirlendi.

Prensip

Hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene doniisiimii CAT aktivitesi ile
dogru orantilidir. Ornekler bilinen bir konsantrasyonda hidrojen peroksit ile
reaksiyona girer, tam olarak 1 dk inkiibasyondan sonra sodyum azid ile reaksiyon
durdurulur. Geriye kalan hidrojen peroksit, 4-aminophenazone ve 3,5-dichloro-2-
hydroxybenzenesulfonic asit ile oksidatif reaksiyona girerek belirlenir. 520 nm’deki
absorbans diisiisiiyle CAT aktivitesi ters orantilidir. Sonuglar U/ mg protein olarak
verildi.

Kit igerigi: Kromojen olarak fosfat buffer i¢inde 4-aminofenazon, 3,5-
dikloro-2- hidroksibenzensulfonik asit, fosfat buffer, substrat olarak 30% hidrojen
peroksit, HRP: Fosfat buffer iginde horseradish peroksidaz, fosfat buffer iginde
sample diluent surfactant, substrat diluent fostat buffer , sodyum azid, standart
katalaz (160 U/vial, liyofilize).

Hesaplama: Standartlar kullanilarak 4 noktali standart egri olusturuldu ve

lineer grafik elde edilerek belirlenen formiille 6rnekler U/ml biriminden hesaplandi.

CAT U/mg protein= (CAT U/ml) / (mg protein/ml).
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Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesi

SOD aktivitesi RANSOD (RANDOX Laboratories Ltd., Ardmore, Diamond
Road, Crumlin, Co. Antrim, United Kingdom) ticari Kiti ile spektrofotometrik olarak
belirlendi.

Prensip

Ksantin/ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan siiperoksit anyonlar 2-
(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum klorid (I.N.T.) ile reaksiyona
girerek kirmizi formazon boyasini olusturur. Bu reaksiyon SOD ile inhibe olur.
Formazon renk yogunlugunun azalmas1 SOD aktivitesinin yliksekligini gosterir. 505
nm’deki absorbans ile SOD aktivitesi arasinda ters oranti vardir. Sonuglar U/g

protein olarak verildi.

Kit igerigi: Mixed Substrat (Xantin ve 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-
feniltetrazolyum Klorid, I.N.T.), buffer (CAPS ve EDTA), ksantin oksidaz, standart,

ransod diluent (fosfat buffer).

Hesaplama: Standartlar kullanilarak 4 noktali standart egri olusturularak ve
logaritmik grafik elde edilerek belirlenen formiille 6rnekler U/ml biriminden

hesaplanmuistir.

SOD U/g protein: (SOD U/ml) / (g protein/ml).
Lipid peroksidasyon (LPO) iiriinleri diizeylerinin belirlenmesi

Lipid  Peroksidasyon  Uriinleri  diizeyleri  ticari ~ LPO-586TM
(OxisResearchTM, Bioxytech, CA, 92202, USA) Kkiti ile spektrofotometrik olarak

belirlendi.

Prensip

Analiz, 45 °C’ta N-metil-2- fenilindol adli kromojen maddenin MDA ve 4-
hidroksialkenal (LPO) ile reaksiyonuna dayanmaktadir. Bir mol MDA veya 4-
hidroksialkenal, 2 molekiil N-metil-2- fenilindol ile asetonitril i¢inde reaksiyona
girmekte ve 586 nm’de dayanikli bir kromofor meydana getirmektedir. Sonuglar

nmol/mg protein olarak verildi.
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Kit igerigi: Asetonitril iginde N-metil-2-fenilindol, metasiilfonik asit, MDA
standart: Tris-HCL iginde 1,1,3,3-tetramethoksipropan (TMOP), metanol iginde
ferrik demir, BHT- biitile hidroksi toluen (antioksidan olarak orneklere eklendi),

asetonitril.

Hesaplama: LPO nmol/ml= (Absorbans ornek-Absorbans 6rnek blank) /
(Absorbans standart-Absorbans blank) X standart konsantrasyonu X sulandirma

katsayisi.
LPO nmol/mg protein = (LPO nmol/ml) / (mg protein/ml).

Total protein diizeylerinin belirlenmesi

Total protein diizeyleri Human Diagnostics (HUMAN Gesellschaft fiir
Biochemica und Diagnostica, Wiesbaden, Germany) ticari kiti ile spektrofotometrik

olarak belirlenmistir.

Prensip

Kuprik iyonlar1 purple bir kompleks olusturmak iizere alkali soliisyonda
protein ile reaksiyona girer. Bu renkli kompleksin absorbansi Ornekteki protein

konsantrasyonu ile orantilidir.

Kit igerigi: Reagent: (Sodyum hidroksid, potasyum sodyum tartarat, bakir

stilfat, potasyum iyodiir), standart.

Hesaplama: Total Protein mg/l g KC = (Absorbans 0Ornek/Absorbans

standart) X standart konsantrasyonu X sulandirma ve iinite ¢cevirim katsayilari.

2.3. Istatistiksel Degerlendirme

[statistiksel analizin yapilmasinda SPSS 10.0 paket programi kullamildi.
Sayisal degiskenler ‘ortalama + standart sapma’ seklinde sunuldu. Gruplar arasi
farkliliklar ANOVA ve Tukey’s testi ile degerendirildi. Sonuglarin 6nem dereceleri
p<0.05 olarak vurgulandi.
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3. BULGULAR

Calismada elde edilen GPx, CAT, SOD aktiviteleri ile LPO ve total protein
diizeyleri tek tablo halinde gosterildi (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Sonikasyon ve Mekanik homojenizasyonun, GPx, CAT, SOD aktiviteleri ile LPO ve total protein diizeylerine etkileri.

Gruplar n GPx (mU/ g protein) n CAT (U/ mg protein) n SOD (U/g protein) n LPO (nmol/mg protein) n TP (mg/1 g KC)
M 12 249,59 + 2521 d 13 434,27 £ 25,84 a 10 122,99 + 14,98 ¢ 9 0,21 £ 0,04 ab 15 196,20 + 7,48 bcd
MS 12 288,38 + 38,45 cd 12 427,02+17,17 a 12 213,09 + 21,67 abc 10 0,26 + 0,04 b 15 181,91 + 3,66 cd
S 12 471,06 + 46,61 bc 13 221,66 +17,68d 10 293,22+ 24,76 a 10 0,29+ 0,05b 15 187,81 + 14,20 bcd
2sn 12 425,14 + 45,51 bcd 13 129,99 +8,19d 10 258,46 £ 18,70 ab 8 0,10+0,01a 15 222,71+14,57 ab
4sn 13 476,22 + 36,47 bc 14 180,57 £ 20,56 d 10 255,87 + 24,26 ab 10 0,20 £ 0,02 ab 15 159,11 + 3,59 de
6sn 13 409,51 £ 31,93 bcd 10 141,42 + 11,76 d 7 291,36 + 43,87 a 10 0,23 £ 0,02 ab 15 245,42 +6,16 a
8sn 13 300,71 + 19,86 cd 13 381,07 + 15,00 ab 7 220,55 + 32,31 abc 8 0,26 + 0,05 b 15 136,17 £ 2,73 e
10sn 13 498,80 + 46,38 b 13 194,66 + 12,69 d 10 212,45 + 26,60 abc 9 0,18 £ 0,02 ab 15 192,04 + 6,23 bcd
SD 13 366,11 + 28,67 bcd 13 169,12 +8,99d 10 122,01 +24,23 ¢ 10 0,17 £0,01 ab 15 209,33 +5,25 abc
MD 13 831,87 + 68,31 a 13 241,75+ 11,51 cd 9 262,61 £ 47,43 ab 10 0,27 £0,02 b 15 143,30 £ 4,34 e
MSD 13 424,17 + 40,84 bcd 13 306,24 + 19,36 bc 9 148,39 + 31,11 bc 9 0,18 £ 0,02 ab 15 208,75+ 9,34 abc
p * * * * *

*a, b, c, d, e: Ayni siitundaki farkli harfler istatistiki agidan 6nemlidir p<0.05.

M
MS :
S

SD
MD

Mekanik homojenizasyon

Mekanik+ sonikasyon

Sonikasyon

Sonikasyon+ dithioerythritol
. Mekanik+dithioerythritol
MSD:

Mekanik+sonikasyon+dithioerythritol
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M grubu GPx aktivitesi (249,59 + 25,21 mU/ g protein), S (471,06 + 46,61
mU/ g protein), 4sn (476,22 + 36,47 mU/ g protein), 10 sn(498,80 + 46,38 mU/ g
protein) ve MD (831,87 + 68,31 mU/ g protein) gruplarina goére onemli diizeyde
diisiik olarak belirlendi (p<0.05). MD grubu (831,87 + 68,31 mU/ g protein) diger
tiim gruplar ile kiyaslandiginda en yiiksek GPx aktivitesini verdi (p<0.05).

CAT aktivitesi yoniinden incelendiginde, M (434,27 + 25,84 U/mg protein)
ve MS (427,02 + 17,17 U/mg protein) oraninin 8 sn grubu (381,07 + 15,00 U/mg
protein) disinda diger tiim gruplara gore yiliksek oldugu belirlendi (p<0.05).
Sonikasyon grubunu inceledigimizde, 8 sn grubu (381,07 + 15,00 U/mg protein)
diger sonikasyon gruplarma gore (S, 2sn, 4sn, 6sn, 10sn ve SD) en yliksek CAT
aktivitesi vermistir (p<0.05).

M (122,99 + 14,98 U/g protein), SD (122,01 + 24,23 U/g protein), MSD
(148,39 £ 31,11 U/g protein) gruplarmin SOD aktiviteleri, MS (213,09 + 21,67 U/g
protein), S (293,22 + 24,76 U/g protein), 2sn (258,46 + 18,70 U/g protein), 4sn
(255,87 + 24,26 U/g protein), 6sn (291,36 + 43,87 U/g protein), 8sn (220,55 + 32,31
U/g protein), 10sn (212,45 + 26,60 U/g protein), MD (262,61 + 47,43 ab U/g protein)

gruplarina gore 6nemli oranda diisiik olarak saptandi (p<0.05).

2sn grubu LPO diizeyleri (0,10 £ 0,01 nmol/mg protein) MS (0,26 + 0,04
nmol/mg protein), S (0,29 + 0,05 nmol/mg protein), 8sn (0,26 + 0,05 nmol/mg
protein) ve MD (0,27 + 0,02 nmol/mg protein) gruplarina gére onemli diizeyde
diisiik olarak belirlendi (p<0.05).

Total protein yoniinden incelendiginde, 8sn grubu (136,17 = 2,73 mg/1lg
KC), 4sn (159,11 + 3,59 + 3,59 mg/1g KC) ve MD (143,30 = 4,34 mg/1g KC)
gruplart harig, diger tim gruplara gore belirgin olarak diisiik bulundu (p<0.05).
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4. TARTISMA

Sunulan bu tez c¢aligmasinda, karaciger antioksidan potansiyelde belirleyici
olan glutasyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) enzim
aktivitelerine serbest radikal olusumunun gostergesi olan lipit peroksit (LPO)
diizeylerine sonikasyonun etkileri arastirildi. Bulgularin degerlendirilmesinde direkt

konuyla ilgili olarak yeterince ¢alismaya rastlanilamadi.

Sonikasyonun etkileri ultrasound ses dalgalarinin enerji seviyelerine,
yogunluguna, uygulama siiresine, kesintili-kesintisiz ~ olmasina, uygulama
materyaline gore degisir. Hiicrelerden veya organellerinden protein veya enzimlerin
salinimi sonikasyonun yogunlugundan etkilendigi gibi enzimler de aktive veya
inaktive olabilirler (Bar 1987).

Ultrasound homojenizasyonda ultrasonik kavitasyon ve sonokimyasal
reaksiyonlarla iliskili olarak 1s1 artisina eslik eden oldukga reaktif serbest radikaller
aciga c¢ikar (Edmonds ve Sancier 1983). Bu serbest radikallerin ekserisi nano-
mikrosaniye diizeyinde ¢ok kisa Omirlidir. Hidrojen peroksit (H.O,) gibi diger
sonokimyasal iriinler ise uzun siireli stabildirler. Eger hidrojen peroksit (H.O.)
peroksizomlar gibi subselliller kompartmanlardan ayrilmazsa ekstraselliiler alanda

membran hasarina yol acarlar.

Cordemans (1991) sonikasyonun iiretim verimine etkileriyle ilgili olarak (Ph)
NH” 1n (Ph) ,NCH,Ph’ ye doniisiimiinde mekanik karisimda 48 saat sonunda % 70,

sonikasyon uygulamasinda ise 1 saat sonunda % 98 verim elde etmistir.

Sunulan ¢alismada mekanik homojenizasyonla elde edilen homojenat igerigi
GPx, CAT, SOD, LPO diizeyleri (Cizelge 3.1) sirasiyla 249,59 + 2521, 434,27 +
25,84, 122,99 + 14,98, 0,21 + 0,04 iken 5 saniye siireli 30 saniye sogutmali
sonikasyonda 471,06 + 46,61, 221.66 + 17,68, 293,22 + 24,76, 0,29 + 0,05 olarak
belirlendi. Sonikasyonla homojenizasyonda CAT diizeylerinde diisme (p<0.05)
goriilirken diger parametrelerin diizeylerinde artma (p<0.05) go6zlendi. Bu
degisimlerle ilgili olarak 5 saniye siireli sonikasyonun lipit peroksidasyonunu

artirdigl, LPO artisiyla iligkili olarak homojenizasyonun arttig1 sdylenebilir.
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Ultrasound ses dalgalarinin en 6nemli etkilerinden biri de tepkime hizim
artirmasidir (Thompson ve ark 1999). Barton ve ark (1996), sakkarozun hidrolizinde
invertazin, nisasta ve glikojenin hidrolizinde o-amilaz ve amiloglikozidazin
aktivitelerine 60W giiciindeki ultrasonik banyonun etkilerini arastirdiklar1 ¢calismada
ultrasound ses dalgalarinin invertaz aktivitesini 0,9 M da % 37, 9 g/L nisasta substrat
konsantrasyonunda  o-amilazin aktivitesinin % 57, 100 g/L glukojen substrat

konsantrasyonunda ise % 6 artirdigin1 gézlemlemislerdir.

Sonikasyonun uygulama siiresi ve siklig1 farkli etkilere yol acabilmektedir.
Kolesteroliin  Rhodococcus erytropolis ATCC 25544 tarafindan kolestona
oksidasyonuna 20 KHz frekansta ultrasound ses dalgalarinin etkilerinin arastirildigi
bir calismada (Bar 1988), sonikasyonun kolesteroliin kolestona doniigiim hizini
artirdi@i, artisin uygulama siiresi ile iligkili olarak degistigi, 5 saniye siireli
sonikasyonda doniigiimiin % 99 artt1g1, 10 dk siirelide ise % 40 azaldigi, sonikasyon

siresinin artmastyla donilisim oraninin da arttifit maksimuma ulastiktan sonra ise

azalttig1 bildirilmektedir.

Takatsuki ve ark (2003) Aleo arboreseent kallus hiicrelerindeki H*-ATP ase
enzim aktivitesine sonikasyonun farkli siirelerdeki etkilerini arastirmak i¢in 28 KHz’
lik ultrasonik banyo kullanmislar. Aleo arboreseent kalluslarinin uyarilmasi igin 2, 5,
10, 30 ve 60 sn siireli sonikasyonda yas agirliklar ikinci giiniin sonunda 2, 5 ve 10
sn’ lik uygulamalarda artmis, en hizli artig 2 ve 5 sn siireli uygulamalarda gozlenmis,

sonikasyon stiresi 30 sn ve 60 sn’ ye ¢ikarildiginda ise belirgin bir azalma gdzlenmis.

Liu ve ark (2006) ise Aleo arborescens kalluslarnda Ca'— ATP ase
aktivitesine 2 W giicte siirekli ve periyotlu olarak yapilan sonikasyon
uygulamalarinin 2 sn-10 sn arasindaki stirelerde diizenli olarak aktivite artisi, buna
karsin 10 W giigte yapilan siirekli sonikasyonda 2-10 sn araliginda aktivitenin
azaldigim gozlemlemislerdir. Plasma membram Ca '— ATP ase aktivesini 2 W’ Ik
diisiik yogunluklu ultrasound artirirken, yliksek yogunluklu 10 W’ luk inhibe

etmistir.

Erte (2007) abiyotik uyarict olarak 20 KHz frekansta sonikasyonun siyah

tiziimde (vitis vinifera L.) resveratrol verimine etkileriyle ilgili olarak periyotlu (P01
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ve P05) uygulamanin siirekli uygulamaya gore, periyotlu uygulamada da POl

uygulmasinin daha etkili oldugunu bildirmektedir.

Sonikasyon siirelerinin enzim aktivitelerine etkileriyle ilgili olarak arastirma
da 2 sn siireli sonikasyonda GPx aktivitesi 425,14 + 45,51 (mU/ g protein), 4 sn’ de
476,22 + 36,47 (mU/ g protein)’ ye, CAT aktivitesi 129,99 + 8,19 (U/ mg protein)’
dan 180,57 + 20,56 (U/ mg protein ) yiikselirken, SOD aktivitesinde degisim
gozlenmedi. GPx aktivitesi 6-8 sn de aktivite azalirken, CAT 6 sn’ de azaldi, 8 sn’
de artt1, 10 sn’ de distii. SOD aktiviteleri 6 sn de artarken 8 sn, 10 sn de azaldi.
Sonikasyon siiresinin enzim aktivitelerine etkileriyle ilgili olarak en yiiksek aktivite
artist GPx’ de 10 sn, CAT’ da 8 sn, SOD’ da 6 sn de, LPO artis1 8 sn de gozlendi.
LPO artisinin yiiksek oldugu 8 sn, GPx aktivitesindeki diisiis, 10 sn deki GPx deki
yiiksek degerler ise LPO daki diisiis olduk¢a anlamlidir. Bulgular Barton ve ark
(1988), Takatsuki ve ark (2003), Liu ve ark (2006) ve Erte (2007) sonuglariyla

benzerlikler gdstermektedir.

Ultrasound homojenizasyonda mekanik homojenizasyonla ilgili gruplardan
daha yiiksek olarak gozlemlenen GPx ve SOD enzim aktivitelerinin ultrasonik
kavitasyon ve sonokimyasal reaksiyonlarda reaktif serbest radikal artisiyla (Edmonds
ve Sancier 1983) iliskili olabilir.

Sonikasyonda serbest radikallere kars1 koruyucu olarak rediikleyici maddeler
kullanilabilir. Dithioerythritol (0,25-0,5 mM) enzim aktivite azalmasini Onler (
Nakamura 1974). Armour ve Corry (1982) Chenese hamster ovaryum hiicre
kiiltiirtinde 1.07 MHz’ lik 15 dk siireli sonikasyonda 50 mM Cysteamine’nin serbest
radikalleri etkisizlestirdigini bildirmektedir.

Yapilan ¢aligmada sonikasyon siiresi ile iligkili olarak LPO diizeylerinin
arttigi, M’ de 0,21 = 0,04 (nmol/mg protein) olan LPO diizeylerinin MS ve S de 0,26
+ 0,04 0,29 + 0,05 (nmol/mg protein)’ ye yiikseldigi, dithioerythritollii gruplardan
SD’ ye 0,17 = 0,01 (nmol/mg protein), MSD’ de ise 0,18 + 0,02 (hnmol/mg protein)
azaldigi belirlendi. Sonikasyonda serbest radikallere karst koruyucu goriinen
dithioerythritolin MD’li grupta 831,87 + 68,31 (mU/ g protein) yiiksek GPx

aktivitesinin interferezden kaynaklanabilecegi kanisindayiz.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak karaciger dokusunun homojenizasyonunda sonikasyonun GPX,
SOD aktivitelerini ve LPO diizeylerini arttirdigi, uygulama siliresinin enzim
aktivitelerini farkli diizeylerde etkiledigi, sonikasyonun etkilerinin enzime gore
degistigi, dithioerythritoliin LPO artistn1 6nledigi bu sebeple homojenizasyon
orneklerine diisiik konsantrasyonlarda (<0,5 mM) dithioerythritoliin katilmas1

Onerilebilir.
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6. OZET

T.C
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Ultrasound Homojenizasyonun Karaciger Siiperoksit Dismutaz, Glutasyon

Peroksidaz, Katalaz Enzim Aktivitelerine ve Lipit Peroksit Diizeylerine Etkileri

Deniz SAGLAM
Biyokimya (VET) Anabilim Dal
YUKSEK LiSANS TEZi / KONYA- 2011

Bu ¢alismada; Ultrasound homojenizasyonun karaciger SOD, GPx, CAT enzim aktivitelerine

ve LPO diizeylerine etkileri arastirild.

Materyal olarak saglikli postmortem taze dana karacigeri kullanildi. Gruplara ayrilan 0.5 er
gramlik karaciger orneklerinde mekanik ve 2 sn, 4sn, 5 sn, 6 sn, 8 sn, 10 sn siireli ultrasound
homojenizasyon, mekanik + ultrasound homojenizasyon yapildi. Siipernatant homojenizasyon
orneklerinde GPx, SOD, CAT enzim aktiviteleri ve LPO diizeyleri spektrofotometrik metotla

belirlendi.

Sunulan ¢aligmada mekanik homojenizasyonla elde edilen homojenat igerigi GPx, CAT,
SOD, LPO diizeyleri sirasiyla 249,59 + 2521, 434,27 + 25,84, 122,99 + 14,98, 0,21 + 0,04 iken 5
saniye siireli 30 saniye sogutmali sonikasyonda 471,06 + 46,61, 221.66 + 17,68, 293,22 + 24,76, 0,29
+ 0,05 olarak belirlendi. Sonikasyonla homojenizasyonda CAT diizeylerinde diisme (p<0.05)
goriiliirken diger parametrelerin diizeylerinde artma (p<0.05) gozlendi. Bu degisimlerle ilgili olarak 5
saniye siireli sonikasyonun lipit peroksidasyonunu artirdigi, LPO artisiyla iligkili olarak

homojenizasyonun artti1 sdylenebilir.

Sonug olarak; Ultrasound homojenizasyonun (2 sn, 4 sn, 5 sn) GPx, SOD enzim aktivitelerini

ve LPO diizeylerini artirdigi, sonikasyon siiresinin enzim aktivitelerini farkli diizeylerde etkiledigi,

sonikasyonun etkilerinin enzime gore degistigi gézlemlendi.

Anahtar Sozciikler: Homojenizasyon; Sonikasyon; Karaciger.
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7. SUMMARY

The Effects of Ultrasound Homogenization on the Activities of Superoksit

Dismutaz, Glutatio Peroxidaz, Catalase and Levels of Lipid Peroxide in Liver

In this study, effects of ultrasound homogenisation technique on the activities of SOD, GPx

and CAT and levels of LPO in liver were investigated.

Postmortem healthy fresh beef liver was used as the material. Liver was sliced and grouped
(0,5 g for each) as mechanic group, 2, 4, 5 6, 8 and 10 sec ultrasound groups, and
mechanic+ultrasound group. Activities of SOD, GPx and CAT and levels of LPO were measured in

supernatant of homogenisated samples by spectrophotometric methods.

In the study, GPx, CAT, SOD and LPO levels were 249,59 + 25,21, 434,27 + 25,84, 122,99 +
14,98, 0,21 £ 0,04 in mechanical homogenisation group, respectively where in 5 sc - 30 sc cooling
sonication group they were as 471,06 = 46,61, 221.66 = 17,68, 293,22 + 24,76, 0,29 + 0,05,
respectively. Cat levels were decreased and all the other parameters were increased by sonication and
homogenisation (p<0.05). As a conclusion, it can be suggested that, 5 sc sonication process increased

LPO levels, thus, as regards LPO, homogenisation may be more successful.

It was found that, ultrasound homogenisation (2, 4, 5 sec) increased liver GPx and SOD
activities and LPO levels, different sonication application affected enzyme activities at different

degrees and enzymes are affected from sonication differently.

Key Words: Homogenisation; Sonication; Liver
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